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(57) Abstract 

To recover recombinant M-i3-ss DNA from recombinant M-13 phages expelled into a medium by an E. coli host 
strain, the M-13 phages are precipitated from the culture medium with acetic acid, the suspension so obtained is filtered 
through a glass fibre filter, and the glass fibre filter is treated with a solution of chaotropic ions. 

(57) Zusammenf assung 

Zur Reingewinnung von rekombinanter M-13-ss-DNA aus von einem E.coU-Wirtsstamm ins Mediuni ausgeschleu- 
sten rekombinanten M-13-Phagen fallt man aus dem Wachstumsmedium die M-13-Phagen nut Essigsaure, filtnert die er- 
haltene Suspension uber ein Glasfaserfilter und behandeit das Glasfaserfilter mit einer Ldsung chaotroper Ionen. 
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Verfahren und Vorr.ichtung zur Reinigung von 

M-13-Phagen-DNA 

Beschreibung ' 



Bei der DNA-Sequenzierung nach Sanger (Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 74, 54-63 (1977)) werden von jeder der vier 
in der DNA vorkommenden Basen 2' ,3'-Didesoxynucleotid- 
triphosphate hergestellt, welche von der DNA-Polymerase 
in einen wachsenden DNA-Strang zwar eingebaut werden, 
aber mit dem darauf folgenden Desoxynucleotidphosphat 
keine Phosphodiesterbrucke auszubilden vermogen, so dafl 
die Kette nicht mehr weiterwachst . Wird zur Sequenzie- 
rung der zu analysierende DNA-Strang mit einem kurzen 
Stuck markierter DNA (dem Primer) die dem einen^Ende 
des zu analysierenden Stranges komplementar ist, einem 
der Didesoxynucleotidtriphosphate und den drei anderen 
normalen Triphosphaten in Gegenwart von DNA-Polymerase 
umgesetzt, so wird vom Primer ausgehend ein komplemen- 
tarer Strang zur zu bestimmenden DNA synthetisiert , 
dessen Kette dort abbricht, wo eine Didesoxyverbindung 
eingebaut wird. Man erhSlt so in vi^r Ansatzen mit 
jeweils einem der vier Didesoxynucleotidtriphosphate 
eine Reihe markierter Strange, die der Gr8Be nach durch 
Gelchromatographie aufgetrennt und anhand ihrer Markie- 
rung sichtbar gemacht werden. Aus dem so erhaltenen 
Muster laBt sich dann leicht die Sequenz der DNA bestim- 



men. 



Ein wesentlicher Nachteil dieser Methode besteht darin, 
daB zuerst ein Endstiick des zu analysierenden DNA-Stran- 
ges in seiner Sequenz bestimmt werden muB f urn den 
Primer aufbauen zu k6nnen. Ein weiterer Nachteil besteht 
darin> daB es gewohnlich sehr schwierig ist, eine . 
ausreichende Menge der zu sequenz ierenden DNA zur 
Verfxigung .zu s.tellen. 
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Diese Schwierig^en »erden It der »- ™" ^ 
Methode „. Messing, Methods K-ymol 101, M-7S (1*83,, 
„esentli=h veruindert. Bei dieser Methode «d das 

.,cfranaiae Plasmid des M-13-Phagen als Vektor zur 

daB das Plasmid an einer bestimmten Stelle «^f« 
entscrechenden Restriktionsendonulclease aufgeschnrtten 
In ate « f »ung in befcannter Weise die zu seguenz.er n de 
DKi insert und a. so ^^Z^ ^ 
Kloniert wird. Dabei bUdet «« and als DMA 

direkt ins Kulturmedium sezerniert warden und 

■ „i=c-Mi«riae. circulare rekonibinante una 
eine einzelstrangige, oj. seauen- 
(H-U-ss-DKA. enthalten, in weloher sioh die zu sequ 
lierende PHA befindet. Da die an die Schnxttstelle. » 
lie dLse » insertiert vorliegt. angrenzende Seguenz 
der Phagen-DNA bekannt 1st, *ann als Primer stets dxe 
"b!Lnn t en Sevens *o*ple — * ™^ 
warden, gleichgttltig welche zu seguenzxerende DBA » 
Ts Plaslid eingefugt wurde. Es kann daher mit exner 
aas jfiaanii = _,„•» vielzahl von DNS.- 

einzigen Primersequenz erne groBe viexz 

StrSngen seguenziert werden. 

Voraussetzung hierfUr ist alierdings, daB aus dem vom 
I coU sezernierten Pbagen die darin enthaltene DNA 

den sie uuhullenden Proteinen gewonnen «d. 

Di ese Reinigung f^^Z^^^ 
Polyethylenglykol, grfol^ '° ^ 

'"sequencing Xns«uc t ion Manual, Bethesda Research 

Laboratories 1986) * 

Dieses Reinigungsverfahren hat den Hachteil, daB es 
sehr langsam abiauft und sich nicht automats, eren 



Laflt. 
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Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, dieses 
Reinigunsverfahren so zu verbessern, dafl diese Nachtei- 
le beseitigt werden und das Verfahren nicht nur wesent- 
lich beschleunigt und vereinfacht wird f sondern der 
Automatisierung zugSnglich wird. 

Gelost wird diese Aufgabe erf indungsgemafl durch ein 
Verfahren der eingangs beschriebenen Art, bei welchem 
man. aus dem Wachstumsmedium der E .coli-Zellen die 
M-13-Phagen mit Essigsaure fallt, die erhaltene Suspen- 
sion liber Glasfaserf ilter filtriert und das Glasfaser- 
filter mit einer LSsung chaotroper Ionen behandelt. 

. Zur Durchfiihrung des erf indungsgemaBen Verf ahrens 
werden die E. coli-Bakterien aus dem Wachsturasmedium 
abzentrifugiert und der gewonnene Uber stand mit Essig- 
saure versetzt. Die verwendete EssigsSuremenge kann in 
weiten Grenzen variiert werden und Endkonzentrationen 
zwischen 1 % und 10 % ergaben praktisch gleiche Ausbeu- 
ten an gereinigter DNA. Ein besonderer Vorzug der 
F&llung mit Essigsaure an Stelle von Polyethylenglykol 
besteht darin f daB die DNA in hoher Ausbeute praktisch 
ohne Zeitverzug, also durch sofortige Filtration der 
Suspension nach dem Zusatz der Essigsaure erhalten 
wird. Daher k6nnen Einwirkungszeiten zwischen etwa 0,5 
und 30 Minuten angewendet werden, wobei sich mit zuneh- 
mender Dauer der Einwirkung die Ausbeute geringfugig 
erh6ht. Nach kurzer Einwirkungszeit , in der Regel 1 bis 
5, vorzugsweise etwa 2 Minuten bei normaler Temperatur 
wird (Iber ein Glasfaserf ilter filtriert, zweckmaflig so, 
daB die Fllissigkeit durchgesaugt werden kann. 

In der nachsten Stufe wird die DNA an das Glas im 
Glasfaserfilter gebunden. Grundsatzlich eignen sich fur 
diese Verf ahrensstuf e stark chaotrope Ionen, welche 
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• ,i Qn der Phagenproteine von der Phagen-DNA 
eine Dissoziation der Pnag v warden mit 

, •• _.n Die besten Ergebmsse w«. 
bewirken konnen. Die b vorzugswe ise eine 

N aC10 4 -LSsungen erhalten, vob besQIlders be vor- 

Konzentration zwischen 3 un I 10 ErgebnisS e 
zugt von 4 bis 8 M/l verwendet ^^.^.H^ochlo- 

rid als chaotropes Kitfl erhalten. 

*i a It der Losung der chaotropen lonen kann 
Die Behandlung mxt der ^ 
einfach durch Auftropfen auf den 

erfolgen. 

„n Ausfiihrungsform wird der Glasfaser- 
in der bevorzugten * H 6 5 bis 8,5, 

■ x. „4«ttT- -Perchloratlosung , pa ° » 
filter mit erner Percnx e rfolgt zweck- 

^ig durch Auftropfan und , M/1 

HaClO,, 5 bis 20 -/I SB 
2 nM/1 EDTA inlWll, verwendet 

.. , rmotrop-, insbesondere der 
Kitr i^perc W oratXosu ng ^vo ^ ^ ^ ^ %lgen 
Ethano! nachgewasohen, zwecto g ^ ^ 

W-rt. "«* 4eB TrOCtoen d it el , verdttnnten wMrigen 
Elutio n in abUcHer we,- ~ ^ 339 . 341 

Samsung, na.. »• i Elut ionsmi«el ist 

(19 80) beschneben. Bin bev g Mthalten d 0,05 
0 , 5 bi s 2 Tris-HCl , V" * E beIelollM t. 

bis 0,2 aH/l pH-Wer* - 7,, bi, 7,6. 

Besonders bevorzugt wird em pn 

4 Elutionsmittel sind verdunnte 

. E £ a anderes gee.gnetes El die jedoch 

Detergensiasungen, z.B. 0,1 
weniger bevorzugt werden. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Vorrich- 
tung zur automatisierten DurchfUhrung des erf indungsge- 
mafien Verfahrens in Form einer Filtrations- und Elutions- 
einheit. Sie ist gekennzeichnet durch eine Vakuumkammer 
1, die abgedeckt ist mit einer unteren Platte 2 und 
einer oberen Platte 3, zwischen denen sich ein Glasfaser- 
filter 4 befindet. Die Platten 2 und 3 weisen eine 
Vielzahl von miteinander fluchtenden L6chern auf , die 
durch das Glasfaser filter 4 geteilt sind. Jede der 
Platten 2 und 3 besteht vorzugsweise ihrerseits aus 
einer Sandwich-Struktur , bei der eine elektrisch leit- 
fahige Metallplatte (2c, 3c) zwischen zwei isolierenden 
Kunststoffplatten (2a, 2b? 3a, 3b) angeordnet ist. Die 
Metallplatte (2c, 3c) besteht vorzugsweise aus rostfrei- 
em Stahl. Die beiden Metallplatten (2c, 3c) in den 
Verbundplatten 2 und 3 weisen Mittel zur Verbindung mit 
einer Spannungsquelle auf , die es ermoglicht, eine 
geeignete elektrische Spannung zwischen den beiden 
Platten anzulegen, um eine Elektroelution durchzufuhren. 
Zwischen der Vakuumkammer 1 und der Verbundkammerdeck- 
platte kann eine Dichtung, z.B. aus Gummi oder Fett 
angeordnet sein. 

Die Elution kann alternativ auch mittels Mikrotiterzen- 
trifuge erfolgen, wobei der ganze Verbund aus Platten 2 
und 3 und Filter 4 in die Zentrifuge gegeben werden 
kann. Die Mittel zur Verbindung der Metallplatten 2c, 
3c mit einer Spannungsquelle entf alien dann. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren wird vorzugsweise im 
Rahmen der DNA-Sequenzierung angewendet. Es laBt sich 
jedoch auch als rasche und zuverlassige Methode zur 
Herstellung von M-13-ss-DNA verwenden, wie sie in der 
Site-gerichteten Mutagenese (gezielte. Mutagenese von 
DNA nach Kramer, Nucl. Acids Res. 12, 9441 (1984)) 
benotigt wird. 
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« • wird die Erfindung in Verbindung 

Im folgenden Beispiel wira aie 

^ der beigefugten Zeichnung nSher beschrieben. In 



Zeichnung stellen dar 



1 eine graphische Darstellung, in welcher la die 
Fig. lene grap von der Essigs aurekon Z en- 

Abhangigkeit der DNA Ausb in Abh angig- 

trati ° n "r^: " - n r ESS igs,u r e Z uga b e und 
rMIL^S ic die CKA-Ausbeute in Abhangigkeit 
£ le ™deten K^i^ercblora^entrat.on 



zeigen. 



Fig 2 seigt eine perspektivisohe Darstellung der 
erf indungsge*a«en nitrations- VaJmml . 
_ , eine Vakuumkammer 1 mit Anscaiuc 

^ht ge-igt) , die mit einer unteren Kunststoff- 
pumpe (nicht gezeig^/ ' ± oberen 

Metall-Kunststof fverbundplatte 2 und ein 

Metall-Kunststof fverbundplatte Jf zwl • 
Kunststoff-Metall Kun abgedeckt ist. 

ain Glasfaser filter * einy«=j. ^ 

* dl. untere Verbundplatte weisen eine 
Die obere und die untere eE fluchten U nd 

Reihe von Bohrungen auf , die mitei 
in der oberen Platte 3 trichterformig, m 
Platte 2 zylindrisch ausgebildet sind. 

Fig . 3 zeigt einen Quersc h nitt durch diese Plattenstruk- 



tur* 



,1. 4 zeigt Querschnitt duroh die Einheit aus 

^ "d u«erer verbundplatte und singers* Glas- 
^ervlies als -^i^vergrase^g -.sc.en den 
is olierenden Kunststo«platten 2a un 

3b i8t je weils eine «~ h 'f ° £ f ges=haltet 

o k,« 3c ancreordnet, die elektriscn ^ y 
te 2c bzw. jc any <^wj- a-Kte 
"rden fconnen, da* die Platte 2c_als Anode, die 

3c als Katode wirkt. 
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Die dargestellte Ausfiihrungsform weist 96 LScher 
und gestattet daher die gleichzeitige Reinigung 
verschiedenen M-13-Templaten. 



Beispiel 

Es wurde ein M-13 mp 18 rekombinanter Phage verwendet, 
der ein 800 Basen langes Proteinkinase cDNA-Insert 
enthalt und in Prot.Matl.Aead.8ci. USA 83, 1300-1304 
(1986) beschrieben wird. Dieser rekombinante Phage wird 
erhalten, in dem man das Insert aus einem pUC 8-Vektor 
in die doppelstrangige replikative Form des M-13 mp 
18-Phagen insertiert und damit kompetente JM 103 E.coli- 
Zellen transf iziert . Klare Plaques wurden entnommen und 
in 2 ml Wachstumsmedium 6 Stunden wachsen gelassen. 
Dann wurden die Bakterien abzentrifugiert . 

1 ml der so erhaltenen Phagensuspension wurde in einem 
1,5 ml Zentrifugenrohrchen mit 10 nl Eisessig versetzt, 
das Rohrchen verschlossen und einmal umgedreht. Nach 2 
Minuten bei Raumtemperatur wurde die Suspension auf ein 
Glasfaserfilter von 7 mm Durchmesser (GF/C der Fa. 
Whatman Int. Ltd, England) gegeben, welches durch die 
7 mm Durchmesser aufweisende Bohrung der Platten 2 und 
3 auf einer Filtrations- und Elutionseinheit gemaB 
Erfindung mit 96 Bohrungen, wie in den Fig. 2 bis 4 
dargestellt, begrenzt ist. 

Die Aufgabe der Suspension erfolgte in Aliquots von 0,1 
ml. Jedes Aliquot wurde erst auf gegeben, nachdem die 
vorhergehende Portion durchgesaugt war. Wenn mehrere 
Proben gleichzeitig behandelt wurden, so erfolgte die 
Zugabe jeder Probe auf ihr Filter, bevor die nachste 
Probe auf das nachste Filter aufgebracht wurde. 
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, • filter insgesamt 1 ml 4 

AnschlieBend wurde ^eder Filter ^ 

mt er g«ro P ft ™& durchgesaugt warden. 

, • w weise mit 1 ml 70 %ig<=»> 
„ aBr ige» AlKohd ^.schen Da- ^ 
einheit 5 Hinutan Anlegung einer Span- 

m it 10 Hi TE-Fuffer, pH 7.5 

; — lit- , 3 — - 

den Bohrungen xn aen 

als auch «xt Fluores Klenow _ Fra gme n t der B.colx- 

aatrt- Ms Enzym vurde das Kl •« J- verwende t. 
DNA -Polymerase 1 oder er Markierun g die- 

Dabei ergaben sich mxt ra ^ E ssigsaure- 

konzentratlon nnd * M/ ^ ^ ^ von , bis 5 

;t ^ «• • ■ «»* erzielt wtaen - 
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Patentansprtiche 



1. Verfahren zur Reingewinnung von rekombinanter 
M-13-ss-DNA durch Fallung des vom E.coli-Wirtsstamm 
ins Medium ausgeschleusten rekombinanten M-13-Pha- 
gen, Abtrennung aus dem Wachstumsmedium und Extrak- 
tion der Hlillproteine, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl man aus dem Wachstumsmedium die M-13 Phagen 
mit Essigsaure fallt, die erhaltene Suspension 
ttber ein Glasf aserf ilter filtriert und das Glasfa- 
serfilter mit einer Losung chaotroper lonen behan- 
delt . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl man als Chaotroplosung eine Perchloratlosung 
verwendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafl man eine 4 bis 8 M/l Perchloratlosung, pH 6,5 
bis 8,5 verwendet. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man zur Fallung das Medium auf eine Endkonzen- 
tration zwischen 1 % und 10 % Essigsaure bringt. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafl man das Glasf aserf ilter nach der Behandlung 
mit der Losung chaotroper lonen mit waflrigem 
Ethanol wSscht. 
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„«ch einem der vorhergehenden RnsprQche, 
•• verfahren nach erne* n 2 e 4 c h „ e t , 

dadurch y a «er£ilter mit 

d aB man die gereinigte MK vom ° las£ "« £l1 
einer verdunnten waBrigen Salzlosung eK-rert. 

7 . Verfahren nach Knsprneh «' ■ . 4 c „ a . * 

j a n r C II 3 . 



t I In Le Elusion lit 0,5 bis 2 »M/1 Tris-Hd. 

en^auend 0,05 .is 0,2 -/I «» 

durchf uhrt . 

Vorrichtung «« Durchtfihrung des Verf ahrens der 

Ansprttche 1 bis 7, d u r c h 

g e k e a n « . i o h n • * a abgQ- 

eine Valcuumka^er 1, die «xt ein d net 
deckt ist, Ober welcher erne Platte 3 V 

* •„ ria=:-Faserfilter 4 zwiscnen aen 
ist und em Glasfasernx vielzahl 

. . ^ piatten 2 una J - eillc 

mxteinanaer . fl . n be £ der erne 

. nflr candwich-Struktur bestehen, Dei a 

elefctrisch leitfabige ^^J^^rab, 
schen zwei isolierenden Kunststoffplatten 

3a, 3b) angeordnet ist. 

3 . vcrrlchtung nach Rnspruch 8 . t 

dadurcn ,„ , e Mittel zur Verbindung 

daB die MetalLplatten 2c, 3c Kitted, z 
It einer Spannungsquelle aufweisen. 

10 . Vorrichtung -ch Ansprucb 8 oder 9 

^ « r c h gekennzexo 
d a d u r c a * 3 trichter - 

j a Ala. Bohrungen in der ooeren 

dafl die Bohru J 2 2ylindri sch ausge- 

f8rmig, m der ^ nteren r 
bildet sind. 
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11. Verwendung einer nach dem Verfahren der Anspruche 
1 bis 7 hergestellten M-13-ss-DNA fttr die DNA-Se- 
quenzierung nach der Kettenabbruchmethode von 
Sanger. 



r 



7l, FIELDS SEARCHCW 



ISmTr^TSo^ 

Classification Symbol 



Int. CI. 



/M».IMn Ot UOcm»»™-_ 

— 1 ~t on 1979 (Columbus, Ofcio, 

^r^rs^- sW 08111 Res " 

SU, 115(2), 411-14 

~~ i im 1980 C.W. Chen et 

pages 339-341 

7 November 1984, see pag« . 
claims 1,2 

u , 87/02132 (JONES, KENNETH) 9 April 1987 
'see claims 

m . u. S5/05631 <S— 19 

see claims 



1-7 



1-7 



8-11 



8-11 



. special categories of clud ,„„ art wnlc „ is not 

- A - document deflnmg the gone«\» rte« e 

Considered » b. of P**™ 1 " aftef th , mtematlonal 

.. r earlier document but published on 

filing date . n or |oritv clalm(s) or 

^^^^^^^ 

07 octo^gssjo^io^ 

I^SioTal Searching Authors 

rro nppaN PATENT OFFICE 

- m pcT/ISABIO (second sheet) (Januar^BS) 



fnvention the dalmed invention 

«♦ «f nartlcutar r»*« vanc !L„V»«t be considered to 
-X- document oJ^J^ novel or cannot be c 

fnvX an Inventive step d inverrfon 

* «i nartlcular relevance, tne j»« t p wnen the 
«v« document of Iffl'? involve an inventive w «h d u . 

^nriiSiin^^ 

03 J^rY^988j03 J 02^ 

-£ig^ re of Authorized wncW 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. P ^/|P88/00659 

This annex lists the p.tent family meters retail.* to the patent document. cited in the ahove-mcntinncd international search report. 
The memhers arc as contained in the European Patent OITiee F.UP file on Ul/U?/ BO • . . . 

The "ropean Patent Office is in no way liohlc for these particulars which are merely Riven for the purpose of information. 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
mcmhcr(s) 



Puhlicnrion 
date 



G8-A- 2139349 



07-11-84 



None 



WO-A- 


87/02132 


09-04-87 


None 


W0-A- 


85/05631 


19-12-85 


None 



w For more detail* about this annex :5C* Official Journal of the Furopcan Patent Office, No. 12/82 



INTERNATlONALERlHSCHERCHBNBCEMCHT 

■ .1.. AlttanzaicMn 



. t>r*/EP 88/00659 

int. CM. ^ * 1 1 



„ w . fl 12 P; c 12 Q; o 01 N 

^sssTsrs^ . 



° (Columbus, Ohio, US) , 

a Exp. Cell. Res. 
411-1* 

. a.— «<»nd: 101/ 1980 f 
analytical Biochemistry , Band^ ai ??A 

««°»° „U-. seitan 

wo, ». nwj- 5 ' ^ ^ Mril 

siehe Ansprtlche 

' Dezember lm 
sieheWisprUche 



1-7 



1-.7 



8-11 



a-11 



d.«nlert. tb« ntaht ,J*TV tBi o*r n«h <i*rt ««8"* 
Ucftt wordwi l it 

7. oktober 1 988 _ 

EuropalichM Pa»w««nt 



"T" M&^ffiB^^ 



M VAN MOL 



Formal an 



PCT/l3*/aiO(8ta«2J Uanuif 



ANHANG ZUM INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHT 

Tiber die Internationale patentanmeldung nr. pct/ep88/oo659 

SA 23515 

in dicsem Annan* sind die Mitelioder dcr Patcntfntnilicn dcr im ohcngcnannlcn intcrnatinnalrn Rcchcrchcnhcricht angcffihrtcn 

r£ Awh cnt^ircchcn dcm Stand dcr Datci dcs Fnropafcchcn Patctitames am Ql/09/88 

Dies* Angahcn dienen rwr 7«r linterrichttinj- und crfolgcn ohnc GowShr. 



Im Rcchercnenbericht 
angefilhrtes Patcntdolramcnt 



Datum dcr 
Vcrnffcntlfchtmg 



Mitgltcd(cr) dcr 
Patentfamilie 



Datum dcr 
VcrofTentlichnng 



GB-A- 2139349 07-11-84 Keine 



WO-A- 


87/02152 


09-04.-87 


Keine 


W0-A- 


85/05631 


19-12-85 


Keine 



es 



a. 



Fur nahcre Fin7clheitcn 7tt dirccm Anhang : sichc Amtchlatt dc< Fnrnpnkehcn Pafcntamtc, Vr.12/82 



THIS PAGE BUN* <uspt<» 



